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(54) Bezeichnung: VON COXSACKIE VIREN ABGELEITETES VEKTORSYSTEM FU^ GENTRANSFER 

^ (57) Abstract: The invention relates to a recombinant RNA molecule that can at least partially be translated in a target cell and that 
^ contains a non-infectious Coxsackie virus group B virus genome, preferably of the B 3 serotype, and at least one foreign gene that 
1^ induces a desired function in the target cell, for example within the context of a genetic therapy. The RNA molecule can be encoded 
by a vector plasmid and/or can be packaged as a genome into a virion by which the target cell can then be infected. The invention 
00 further relates to methods for producing the RNA molecule, the virions and the vector plasmid, and to corresponding kits. 

(57) Zusammenfassung: Ein rekombinantes, in einer Zielzelle zumindest teilweise translatierbares RNA-Molekul weist ein nicht- 
infektioses Virusgenom vom Coxsackievirus der Gruppe B, vorzugsweise des Serotyps B3, und zumindest ein Fremdgen auf, das 
in der Zielzelle eine gewunschte Funktion, z.B. im Rahmen einer Gentherapie, hervomift. Das RNA-Molekul kann durch ein Vek- 
torplasmid kodiert werden und/oder als Genom in ein Virion verpackt sein, durch das die Zielzelle infizierbar ist. Ferner werden 

^ Verfahren beschrieben. um das RNA-Molekul, die Virionen und das Vektorplasmid herzustellen. Entsprechende Kits sind ebenfalls 

^ angegeben. 
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Von Coxsackieviren abaeleitetes Vektorsvstem 

fur Gentransfer 

Die vorliegende Erfindung beschaftigt sich mit einem von Cox- 
sackieviren, insbesondere von Coxsackieviren der Gruppe B (im 
folgenden: CVB) abgeleiteten Vektorsystem<eri fiir Gentransfer, 
vor allem fiir Herzmuskel-spezif ischen Gentransfer. 

Unter Gentransfer wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung das 
Einbringen von hier allgemein mit "Fremdgen" bezeichneter DNA 
oder RNA in Zielzellen verstanden, in denen die DNA und/oder 
RNA zusatzliche Funktionen bereitstellt und/oder defekte Funk- 
tionen der Zielzelle komplementiert und/oder kompensiert, ohne 
dafl das Fremdgen in das Genom der Zielzelle integriert wird. 
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Besonderes Augenmerk richtet die vorliegende Erf indung auf die 
Diagnose, Behandlung und Prevention von kardialen Erkrankungen, 
die insbesondere in den Industrienationen eine immer groflere 
Bedeutung erlangen. Nachdem bereits verschiedene Gene fur kar- 
diaie Erkrankungen identif iziert wurden und es aligemein er- 
wartet wird, daB eine Vielzahl von pathologischen Genen, die 
Herzerkrankungen auslosen kdnnen, in den nachsten Jahren noch 
identif iziert werden, ist die Entwicklung von Herzmuskel-spezi- 
fischen Gentransfersystemen zur selektiven Modulation der endo- 
genen Genaktivitat kardialer Myozyten fur die zukiinftige Be- 
handlung einer Vielzahl von angefaorenen und erworbenen Herz- 
muskelerkrankungen von grofler klinischer Bedeutung . Ideale Vek- 
torsysteme fiir die kontroilierte Modulation der endogenen Gen- 
aktivitaten kardialer Myozyten stehen jedoch bisher nicht zur 
Verf ligung. 

Fiir die Transfektion von Zielzellen des kardiovaskularen Sy- 
stems wurden zwar bereits verschiedene Techniken beschrieben, 
diese weisen jedoch alle spezifische Nachteile auf. In pra- 
klinischen Studien zur somatischen Gentherapie kardiovaskularer 
Erkrankungen wurden bislang insbesondere replikationsdef ekte 
rekombinante Adenoviren angesetzt, mit denen eine hinreichende 
Transf ektionsef f izienz - nur in vitro - erreicht wird (Barr et 
al., Gene Therapy 1, 1994, ^^j* Im Gegensatz zu rekombinanten 
Adenoviren ist die Applikation von retroviralen Konstrukten 
^(N abel E G et al., Science 249, 1990, 128 5 )' a sowie von Li- 
pid/ DNA/Komplexen (Nabel EG et al., Science 244, 1989, 134 ^ J 
durch die niedrige Transf ektionsef f izienz des Gentransf ers li- 
mitiert. Trotz der Vorteile des Adenovirus-vermittelten Gen- 
transfers bezliglich der hohen Genexpression liegen die Nachtei- 
le dieses Verfahrens in der aus der Literatur bekannten Komple- 
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mentierung replikationsinaktiver Konstrukte, der Multiorgantro- 
pie von Adenoviren sowie der mdglichen Induktion einer T-Zell- 
venoitteiten Immunantwort . 

Insbesondere fiir den Gentransfer am Herzen weisen die bekannten 
Ldsungen jedoch eine ganze Reihe von Nachteilen auf . 

So haben Adenovirus-Vektoren zwar unbestreitbare Vorteile, sie 
sind jedoch mit dem grundsatzlichen Problem der zu geringen 
Passage der Virionen durch die Endotheibarriere bei Infusion 
oder koronarer Perfusion verbunden und weisen ferner das be- 
kannte Problem der Immunogenitat auf. Aus diesen Grlinden sind 
Adenovirus-Vektoren fiir den Gentransfer in das Herz nicht opti- 
mal . 

Auch bei Retrovirus-Vektoren ist die Gentransf errate in das 
Herz und-rdamit die Effizienz ahnlich wie bei Adenoviren aller 
Wahrscheinlichkeit nach unbef riedigend, da das Herz nicht als 
natiirliches Zielorgan einer derartigen Infektion dient. Der 
groflte Nachteil von Retrovieren als Vektoren ist jedoch in der 
Moglichkeit zu sehen, dafi eine Insertionsmutagenese auftritt, 
was mit der Gefahr der Erzeugung von Krankheiten wie z.B. Krebs 
verbunden .ist . 

Demgegemiber ist das Adeno-assoziierte Virus (AAV) als Vektor 
fiir die Herzmuskel-spezif ische Gentherapie einsetzbar, da es 
auch ruhende Zellen infizieren kann* Nachteilig bei AAV- 
Vektoren ist jedoch die geringe Verpackungsdichte von maximal 
ca. 4,7 kB, so dafl wichtige Fremdgene ausgeschlossen bzw. Kom- 
binationen mehrerer Fremdgene nicht mdglich sind. Ein weiterer 
Nachteil ist in einer mdglichen Integration zu sehen, die in 
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vivo im Gegensats zur in vitro Situation zufallig erfolgt und 
hierdurch pathologische Effekte auslosen kann. 

Die insoweit beschriebenen Vektorsysteme sind weder spezifisch 
fiir den Herzmuskel noch erlauben sie eine therapeutisch hinrei- 
chende Ef f izienz . Keines dieser Vektorsysteme erlaubt daruber 
hinaus eine zytoplasmatische Replikation des Vektor-Backbones . 
Allen Vektorsystemen gemeinsam ist die Tatsache, daJ3 das zu 
iibertragende Fremdgen von einer DNA aus exprimiert wird, so daJ3 
die Gefahr einer stabilen Integration in das Genom der Ziel- 
zelle und einer Mutagenese besteht. 

Als Alternative beschreiben .Feigner ' et al., PNAS, Band 84, Sei- 
ten 7413-7417, 19 87^ eine Lipofektion genannte Transfektion von 
DNA in Zellkulturzellen, bei der eine Liposomenf ormulierung 
verwendet wird, um rekombinante DNA in Zellen einzuschleusen 
und dor-t,, zu exprimieren . Da die Lipofektion in bezug auf Si- 
cherheit viralen Vektorsystemen iiberlegen ist, wird zunehmend 
versucht, diese Technik auch fiir die Gentherapie von Stoffwech- 
sel- oder Tumorerkrankungen einzusetzen. Die Eff izienz ist je- 
doch bei den meisten Anwendungen gering, insbesondere bei Pri- 
markulturen oder in vivo-Applikationen sind die bekannten Lipo- 
somen-Systeme bisher nicht gut geeignet. 



Einen weiteren Ansatz beschreiben Kern et al. in "Coxsackie- 

[ * ~ * 

virus-verstarkter endosomolytischer Gentransfer "in kontraktile 
Kardiomyozyten"', Verh. Dtsch* Ges. Path. Band 81, Seite_ 611, 
1997j. Ausgehend von der Erkenntnis, daB das Coxsackievirus 
einen bisher unverstandenen Tropismus in das Herz aufweist, 
setzen sie bei der Lipofektion durch UV-Strahlung replika- 
tionsinkornpetente CVB3-Partikel fiir den Gentransfer in Kardio- 
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myozyten ein. Bei CVB3 handelt es sich um ein Picornavirus mit 
einem einzeistrangigen RNA-Genom positiver Polaritat und einer 
Genomcrdfle von nur 7,4 kb . 2um Vergleich, Adenoviren haben eine 
GenomcroBe von 4 8 kb. 

Kandoif und Hof Schneider , PNAS , Band 82, Seiten 48 18/4822 f 
1985;, beschreiben eine CVB3- Variant e mit ausgepragtem Tropismus 
fur das Herz • Die vollstandige Nukieotidsequenz der cDNA dieser 
infektiosen C3V3-Variante ist beschrieben bei ^Klump et al., 
Journal of Virology, 1990 , Seit en 1573-1783.. Es wird berichtet, 
dafl das cDNA-abgeieitete Virus denselben Tropismus und dieselbe 
Plaque-Morphologie aufweist wie der Wildtyp . 

Ein weiterer, jedoch nicht Herz-spezif ischer Ansatz wurde fiir 
den Poliovirus-Typ-l-Stamm Sabin beschrieben. Die vollstandige 
Kapsidregion (PI) des Poliovirus wurde gegen ein Fremcgen, hier 
ein Hrv^Gen, ausgetauscht . Eine Transfektion des rekombinierten 
Poliovirus-Genoms in Zellen und eine gleichzeitige Infektion 
dieser Zellen mit einem rekombinanten Vakziniavirus , das die 
deletierte Pi-Region ,in trans x zur Verfiigung stellt, fuhrte zur 
Erzeugung rekombinanter , infektioser Poliovirus-Partikel . Eine 
Infektion lediglich mit dem rekombinanten Poliovirus-Genom 
fuhrte zu der Expression des Fremdgenes; ; Po rter , J. Virol. 69, 
1995, 1548 und Porter et al., J. Virol. 70, 1996, 2643]. 

Abgesehen von der Tatsache, daB das von Porter beschriebene 
Vektorsytem nicht Herz-spezif isch ist, weist es wie das AAV den 
Nachteil auf, daJ3 nur kurze Sequenzen, hier 1,5 kB, als 
Fremdgen eingesetzt werden konnen. Ferner beschreiben ^Porter et 
al • die Tatsache , daJ3 Polioviren starke Veranderungen in der 
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Physiologie der infizierten Zellen hervorrufen und daJ3 parente- 
ral applizierte, rskombinante Genome immunogen sind. 

Vor diesem Hintergrund 1st ein auf dem Poliovirus basierendes 
Vektorsystem nicht nur fur Herz-spezif ischen Gentransfer unge- 
eignet, es weist auch allgemein Nachteile und Risiken auf, die 
den von j^^er et al., beschriebenen Ansatz als nicht vielver- 
sprechend und erfolgreich erscheinen lassen. 

Vor diesem Hintergrund ist es Aufgabe der vorliegenden Erfin- 
dung, ein Vektorsystem bereitzustellen, das die obengenannten 
Nachteile vermeidet , insbesondere einen effektiven, immunolo- 
gisch unbedenkiichen und mdglichst von unerwunschten Neben- 
wirkungen freien Gentransfer in Zielzellen, insbesondere in 
kardiale Myozyten, ermdglicht. 

Erf indungsgemaB wird diese Aufgabe gelost durch ein rekombinan- 
tes, in einer Zielzelle zumindest teilweise translatierbares 
RNA-Molekiil, das ein nicht-inf ektioses Virusgenom vom Cox- 
sackievirus der Gruppe B, vorzugsweise des Serotyps B3 ( im fol- 
genden CVB3 ) , und zumindest ein Fremdgen auf weist , das in der 
Zielzelle eine gewunschte Funktion , z . B . im Rahmen einer 
Gentherapie, hervorruft, wobei das RNA-Molekiil vorzugsweise in 
der Zielzelle replikationskompetent ist. 

Die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe wird auf diese Wei- 
se vollkommen gelost. 

Die Erfinder der vorliegenden Anmeldung haben namlich erkannt/ 
da£ ein rekombinantes RNA-Molekiil auf der Basis des Virusgenoms 
von CVB, vorzugsweise CVB3 , oder vergleichbaren Serotypen die 
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Konstruktion eines wirksamen Vektorsystems insbesondere fur den 
Gentransfer in kardiale Myozyten ermdglicht. 

Unter "nicht-inf ektids" wird im Rahmen dieser Anmeldung ver- 
standen, daB das Virusgenoiti fur sich allein nicht in der Lage 
ist, einen vollstiandigen Inf ektionszyklus durchzuf uhren, weil 
z.B. Gensequenzen fehlen oder so mutiert. sind, daB sie ihre 
Funktion fur die Bildung infektioser Viruspartikel nicht. erfiil- 
ien konnen. 

Unter "translatierbar" wird hier verstanden, daB das RNA- 
Molekiil, wenn es in die Zielzelle infiziert wurde, zumindest 
teilweise unmittelbar in eine Aminosaureabf olge iibersetzt. wird, 
wobei bestimnrte Sequenzen des RNA-Molekiiles fur eine Translati- 
onsinitiation sorgen ♦ 

Der Vor-teil der Verwendung von CVB bzw. CVB3-Genom liegt in dem 
Tropismus dieses Virus fiir das Herz und der Tatsache, daB wah- 
rend des Lebenszyklus von CVB keine DNA gebiidet wird, die Re- 
plikation erfolgt iiber eine RNA-abhangige RNA-Polymerase, fiir 
die das Virus genom selbst, kodiert. Somit. bes-teht kein Risiko 
einer Integration des transf izierten Fremdgenes in das Genom 
der Zielzelle . 

Eine hohere Effizienz der Translation wird erreicht, wenn das 
RNA-Genom replikationskompetent ist, denn dann erfolgt eine 
zytoplasmatische Replikation der RNA-Molekiile , so daB auch bei 
einer Transf izierung bzw. Infektion mit nur wenigen rekombinan- 
ten RNA-Molekiilen im Laufe der Zeit eine groBe Anzahl von der- 
artigen sogenannten Replikons zur Verfiigung steht, so daB hin- 
reichend Fremdgen translatiert werden kann. Auf. diese Weise 
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wird ein sehr ef f izientes Vektorsystem bereitgestellt , durch 
das Fremdgene aaf einfache und sichere Weise in Zielzellen 
exprimiert werden Icdnnen, ohne daB die Integration der Fremd- 
gene in das Genom der Zielzelle zu befiirchten ist. 

Dabei ist es besonders bevorzugt, wenn bei dem Virusgenom An- 
teile seiner kodierenden Sequenz durch das zumindest eine 
Fremdgen ausgetauscht sind. 

Auf diese Weise wird effizient und sicher verhindert, daJ3 CVB 
einen vollstandigen Inf ektionszyklus durchlauft, denn eine Kom- 
plementierung der fehlenden Sequenzen in der Zielzelle ist 
nicht moglich. Durch den Austausch von kodierenden Sequenzen 
durch ein oder mehrere Fremdgene ist ferner die Transduktion 
auch grower Fremdgene moglich. 

In diesem Zusammenhang ist es bevorzugt, wenn bei dem Virus- 
genom die Sequenzen seiner Kapsidproteine ^VPl-VP4^ t und/oder 
seiner Protease 2A und/oder 3C und/oder seiner Helikase 2C 
und/oder seines Proteins 2B ausgetauscht sind, wobei zusatz- 
lich/alternativ die Sequenzen der Protease 2A und/oder 3C so 
verandert sind, daI3 fur die Zielzelle keine Zytotoxizitat be- 
steht . 

Durch den Austausch eines Oder mehrerer .der ofcjengenannten Se- 
quenzen ergibt sich die Moglichkeit, bei Beibehaltung der ur- 
sprunglichen Virusgenomgrofle langere Fremdgen-Sequenzen zu 
transduzieren. Die Beibehaltung der ursprunglichen Lange des 
Virusgenoms sowie der Replikationsf ahigkeit ermoglicht es auf- 
grund der Spezifitat fur kardiale Myozyten, daB das rekombinan- 
te RNA-Molekiil in der Zielzelle nicht nur effizient repliziert 
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sondern auch mit groBer Ausbeute trans latiert wird, so daB auch 
bei einer Infektion rait wenigen RNA-Molekiilen eine wirksame Ex- 
pression des Fremdgenes in den. Zielzellen mdglich wird. Durch 
die Reduzierung des Virusgenom-Anteiles im wesentlichen auf die 
fur die Polymerase kodierende Sequenz 3D sowie die fur das Vi- 
rusprotein Vpg kodierende Sequenz 3B ist ferner sichergestellt , 
daB das Risiko einer Zytotoxizitat sehr gering ist. Auch bei 
Vektoren, die zusatzlich noch die virale Protease 3C enthalten, 
ist sichergestellt , daB es zu keiner Zytotoxizitat kommt. 

Vor diesem Hintergrund betrifft die Erfindung auch die Verwen- 
dung eines derartigen RNA-Molekiiles zur Erzeugung eines Vektors 
fur Gentherapie. 

Der CVB3-Vektor kann dabei z.B. mittels der eingangs erwahnten 
Lipofektion in die Zielzellen transfiziert werden. Bevorzugt 
ist jedoch die Transduktion durch Infektion mittels eines Vi- 
rions. Eine dritte Moglichkeit besteht in der Ubertragung des 
CVB3-Vektors durch einen anderen viralen Vektor, bspw. Adenovi- 
rus. 

Vor diesem Hintergrund betrifft die Erfindung ferner ein rekom- 
binantes, infektioses, von CVB, vorzugsweise CVB3 , abgeleitetes 
Virion / das als Genom das erf indungsgemaBe RNA-Molekiil enthalt. 

Bei dieser MaBnahme ist von Vorteil, daB nicht nur fur die Re- 
plikation und Translation sondern auch noch fur die Infektion 
der Tropismus von CVB in das Herz ausgenutzt wird. Es ist be- 
kannt, daB schon zwei Tage nach einer oralen oder parenteralen 
Infektion bei Mausen CVB im Herzmuskel nachweisbar ist. 
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Ein weiterer Vorteil 1st in der Tatsache zu sehen, daB das RNA- 
Molekiil wegen des in ihm vorhandenen Virusgenomanteiles leicht 
in Kapsidproteine von CVB . verpackbar ist, so daB ein einfach 
herzust'ellendes und sicher inf izierendes Vektorsystem zur Ver- 



fiigung steht. 

Dabei ist es bevorzugt, wenn das Virion in seinen Struktur- 
proteinen einem CVB, vorzugsweise CVB3 entspricht. 

Dies hat den bereits erwahnten Vorteil, daB der Tropismus von 
CVB in bestimmte Zielzellen, insbesondere das Herz, sowohl bei 
der Infektion als auch beim Verpacken des RNA-Moiekiiles ausge- 
nutzt wird. 

Vor diesem Hintergrund betrifft die Erfindung ferner ein Ver- 
fahren zum Transduzieren eines Fremdgenes in eine Zielzelle, 
mit den^Schritten : 

Bereitstellen eines RNA-Molekiils oder eines Virions der 
obengenannten Art, und 

- Infizieren der Zielzelle mit dem Virion bzw. Ubertragung 
des RNA-Molekiils durch Transf ektion . 

Die Erfindung beschaf tigt sich ferner fhit der; Bereitstellung 
der erf indungsgemaBen RNA-Molekiile , die beispielsweise in sta- 
bil transf izierten Wirtszellen erzeugt werden konnen. 

Vor diesem Hintergrund betrifft die Erfindung ein Vektor- 
plasmid/ mit zumindest einer DNA-Sequenz, die fur das erf in- 
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dungs gemaJ3e RNA-Molekiil kodiert, und mit einem der DNA-Sequenz 
vorgeschalteten Promotor. 

Auf diese Weise kann das neue RNA-Molekiil in groBen Mengen er- 
zeugt und dann er.cweder unmittelbar in die Zieizellen iifaerrra- 
gen Oder aber zunachst in dem neuen Virion verpackt und dann 
iiber dieses in die Zielzelle transduziert werden. 

Alternariv ist es jedoch auch mdglich, ein DNA-Konstrukt in die 
Zielzelle einzubringen , das dorr im Zellkern persistiert und 
das neue RNA-Molekiil erzeugt, das dann entweder seibst im Zyto- 
plasma replizier- oder lediglich transiatiert wird. Dieses DNA- 
Konstrukt kann auch durch einen anderen viralen Vektor bereit- 
gesteilt werden. 



Vor diesem Hintergrund betrifft die Erfindung ferner ein DNA- 
Konstrukt, das fur ein erf indungsgemafles RNA-Molekiil kodiert 
und in einer Zielzelle persistiert und transkribiert , vorzugs- 
weise jedoch nicht repliziert, sowie ein rekombinantes Virus, 
vorzugsweise Adeno- oder Retrovirus, das fur das neue RNA- 
Molekul kodiert und nach Infektion in einer Zielzelle expri- 
miert, wobei ein zytoplasmatisches Replikon entsteht, das stan- 
dig nachgelief ert wird. 

Bei dieser Maflnahme ist von Vorteil, daJ3 das DNA-Konstrukt oder 
das rekombinante Virus in der Zielzelle standig "trans latier bare 
RNA-Molekiile nachliefert, wodurch fur eine langerf ristige 
und/oder starke Expression des Fremdgenes gesorgt werden kann. 
Die Expression wird hier nicht nur iiber die RNA-Replikation und 
Translation sondern (vor allem auch) iiber die Transkription ge- 
steuert. Selbst bei einem schwachen Promotor, einer nur kurz- 
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fristig aufrechzzueriialtenden zytoplasmatischen Replikation so- 
wie einer inef f izienten Translation Icann auf diese Weise das 
Fremdgen denncch wirksam exprimiert werden . Dabei kann selbst 
auf die RNA-Replikation im Zytoplasma verzichtet werden. 

Im Falle des rekomfainanten Virus wird das neue RNA-Molekiil 
(z.B. das CVB3-Repiikon) unter der Kontrolle eines eukaryonti- 
schen Promotors gebildet. Dabei wird ein. in vielen Geweben alc- 
tiver bzw. ein induzierbarer oder gewebespezif ischer Promotor 
verwendet, wie bspw. der Myosin-Leichte-Kette 2 Promotor mit 
Spezifitat fur den Herzmuskel. Dabei kann auch der im Zellkern 
vorhandene Vektor seibst replizieren, urn eine noch hohere Aus- 
beute zu erzieien. 

Ferner ist es nicht erf orderlich , daJ3 das Virusgenom von CVB 
stammt, auch andere, organspezif ische Viren oder polytrope Vi- 
ren sincf" denkbar . 

Sofern das erf indungsgemaJ3e RNA-Molekiil jedoch iiber die erfin- 
dungsgemaBen Virionen iibertragen werden soil, miissen Maflnahmen 
ergriffen werden, urn fur die Erzeugung der Virionen die ausge- 
tauschten kodierenden Sequenzen bereitzustellen. 

Vor diesem Hintergrund betrifft die Erfindung ferner ein 
Helfer-Konstrukt zum Komplementieren der bei v dem erfindungs- 
gemafien RNA-Molekiil ausgetauschten kodierenden Sequenzen, wobei 
das Helfer-Konstrukt vorzugsweise ein Helf er-Plasmid oder ein 
viraler Vektor ist, das bzw. der fur mindestens eine der ausge- 
tauschten Sequenzen in translatierbarer Weise kodiert. Alterna- 
tiv kann das Helfer-Konstrukt auch eine Helferzelle sein, die 
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stabil mit fur mindestens eine der ausgetauschten Sequenzen ko- 
dierender Helfer-DNA transf iziert ist. 

Entsprechend betrifft die Erfindung auch ein Verfahren zur Er- 
zeugung des erf indungsgemaBen Virions, mit den Schritten: 

- Trans fizier en von Wirtszellen mit dem erf indungsgemaBen 
Vektorpiasmid, und 

Komplementieren der ausgetauschten Secuenzen in der Wirts- 
zeile durch das erf indungsgemaBe Keif er-Konstrukt . 

Wenn das Helf er-Konstrukt ein Plasmid oder ein viraler Vektor 
ist, wird die Wirtszelle mit dem Vektorpiasmid sowie dem Hel- 
f er-Konstrukt co-transf iziert , wobei sich in der Wirtszelle 
dann Virionen bilden, die aus den Strukturproteinen von CVB ge- 
bildet sind und das erf indungsgemaBe RNA-Molekul verpacken, so 
daB die entstehenden Virionen selbst zwar Zielzellen infizieren 
kdnnen, jedoch keinen kompletten Inf ektionszyklus durchlaufen. 

Wenn die Wirtszelle die Helferzelle ist, mufl lediglich die Hel- 
ferzelle mit dem Vektorpiasmid transf iziert werden, die Wirts- 
zelle stellt die fehlenden SequenzenJ.il trans zur Verfugung. 

Neben dem Einsatz im wissenschaf tlichen Bereicfi- ist ein grofles 
Anwendungsgebiet der vorliegenden Erfindung in der Gentherapie 
zu sehen, wobei gerade fiir die Endanwendung durch Mediziner und 
kleinere Krankenhauser das neue Vektorsystem bereits mit be- 
stimmten Fremdgenen angeboten wird, die fiir die jeweilige The- 
rapie benotigt werden. Durch Bereitstellung gepriifter Amplifi- 
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kate von CVB3 , die mit der zu iabertragenden cDNA ligiert wur- 
den, laJ3t sich dabei eine gute Quaiitatssicherung erreichen. 

Vor diesem Hintergrund betrifft die Erfindung ferner ein Kit 
mit dem neuen Vektorplasmid und dem neuen Helf er-Konstrukt, so- 
wie eine therapeutische Zusammensetzung mit dem neuen Vektor- 
plasmid und/oder mit den neuen Virionen und/oder mit dem neuen 
RNA-Molekiil. 

Auf diese Weise kann dem Anwender die Moglichkeit gegeben wer- 
den, das Vektorplasmid und/oder die Virionen urimittelbar zu 
applizieren, oder aber mit Hilfe des Helf er-Konstruktes 
und/oder der RNA-Molekule entsprechende , Zielzellen-gangige Ap- 
plikationen herzusteilen . In dem Kit sind dabei neben den er- 
wahnten Materialien auch noch solche nicht-gangigen Materialien 
enthalten, die eine problemlose Anwendung in der iiblichen Weise 
ermoglichen. 

Andererseits ist es auch beabsichtig-t , grdfieren Kliniken die 
Moglichkeit zu geben, spezielle Fremdgene in das neue Vektor- 
system zu klonieren. Vor diesem Hintergrund betrifft die Erfin- 
dung ferner ein Verfahren zum Erzeugen des neuen Vektor- 
plasmides, mit den Schritten: 

a) Bereitstellen einer fur infektiose OVB, vojrzugsweise CVB3 , 
kodierenden cDNA, 

b) Klonieren der cDNA auf transkribierbare Weise in ein Plas- 



mid, 
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c) Verstarken von Sequenzabschnitten des Plasmides mi t Hilfe 
von Primern, die zu einem Amplif ikat ftihren, das fur das 
nicht-inf ektiose Virusgenoin kodiert, und 

d) Ligieren des Amplif ikates mit einer DNA-Sequenz fiir das 
Fremdgen. • 

Die Amplif ikare konnen in fertiger Form in einem Kit vorliegen, 
Oder es werden spezielle Primer zur Erzeugung der Amplifikate 
bereitgestellt . 

Besonders vorteiihaft bei diesem Verfahren ist der Einsatz von 
speziellen Primern, die so gewahlt werden, daJ5 sie nicht nur 
die gewiinschten Minimal-Anteile des zukiinftigen Virusgenoms 
sondern auch die fiir die Plasmid-Vermehrung in Bakterien erfor- 
derlichen Anteile, z.B. Ampicillin-Resistenzgen, Replikations- 
ursprung^ Transkriptionspromotor, amplif izieren • 

Diese Amplifikate miissen dann nur noch mit dem Fremdgen ligiert 
werden . 

Als Primer stehen dabei die nachstehend erwahnten Primer ^EQ ID 
Nr L l^bis SEQ ID Nr." 4, zur Verfugung. 

Auf gleiche Weise kann auch das erf indung£gemaBe Helfer- 
Konstrukt erzeugt werden, wobei das Verfahren die Schritte auf- 
weist : 

a) Bereitstellen einer fiir inf ektiose CVB, vorzugsweise CVB3 
kodierenden cDNA, 
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b) Klonieren der cDNA auf transkribierbare Weise in ein Plas- 
mid, und 

c) Verstarken von Sequenzabschnitten des Piasmides rait. Hilfe 
von Primern, die zu ein em Ampiif ikat fiihren, das fur die 
ausgetauschien kodierenden Sequenzen kodiert . , 

Fiir die Ampiif izierung stehen hier die nachstehend erwahnten 
Primer ,SEQ ID N,r . 5 f bis SEQ ID Nr. 13 zur Verfugung. 

Damit es im Routinebetrieb auf einfache Weise mdglich ist, ein 
erf indungsgemaj3es Vektorplasmid mit speziellem Fremdgen und zu- 
geschnittenem minimalen Virusgenom zu erzeugen, betrifft die 
Erfindung ferner ein Kit, mit 

- einem Plasmid mit klonierter cDNA fiir infektidse CVB, vor- 
zugsweise CVB 3 , und 

- den erf orderlichen Primern fiir die Ampiif ikation von Se- 
quenzabschnitten zur Erzeugung des Vektorplasmides und/ 
Oder des Helf er-Konstruktes , bzw. 

- fertigen, gepriiften DNA-Amplif ikaten . 

Das Kit kann ferner die erf orderlichen Reagenzien zum Ligieren 
eines Fremdgenes enthalten. 

Die DNA-Amplif ikate , die zumindest einen - fiir das neue RNA- 
Molekiil kodierenden Sequenzabschnitt aufweisen und durch PCR 
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erzeugt werden konnen, liegen in fertiger und gepriifter Form in 
dera Kit vor unci sind einfacher zu handhaben, ais wenn man erst 
anhand der Primer eine PCR durchfiihren miiBte . Auf diese Weise 
wird das Problem der Fehierrate der Polymerasen beseitigt, denn 
der Endanwender kann mit gepriiften und fertig Ligierbaren 
Amplif ikaten sicherer zu dem "maBgeschneiderten" Vektorsystem 
gelangen ais mit seibst hergestellten Amplif ikaten • 



Das Fremdgen in dem neuen RNA-Molekiil kann ferner nicht nur un- 
mittelbar fur gentherapeutische Zwecke verwencet werden, es 
kann auch zum Komplementieren eines Vektors eingesetzt werden, 
dem analog zu dem oben beschriebenen System von Vektorplasmid 
und Helf erkonstrukt Anteile des Genoms fehlen. Dieses Verfahren 
ist insbesondere vorteilhaft fiir Vektorsysteme , die auf DNA- 
Viren wie bspw. Adenoviren beruhen. Wurde man bei einern rekora- 
binanten Adenovirus die fehienden Anteile des Genoms in trans 
in Helferzellen zur Verfugung stellen, so bestiinde die Gefahr 
der Rekombination des Vektors mit den supplementierenden Gen- 
funktionen aus der Helf erze lie, so daB ein Wildtyp-Virus mit 
den sofort ersichtlichen Gefahren und Nachteilen entstehen wiir- 
de . 

Die Erfindung betrif ft daher auch die Verwendung des neuen RNA- 
Molekiils zur Erzeugung rekombinanter Viren oder Virionen, vor- 

zugsweise mit DNA Genom, wobei das Fremdgen fiir dem DNA-Genom 

fehlende Genf unktionen kodiert. 

Dabei ist von Vorteil, dafi das rekombinante CVB3-Genom immer 
ais RNA in der Zelle vorliegt, so da!3 eine Rekombination des 
DNA-Genoms der rekombinanten Viren oder Virionen nicht moglich 
ist . 
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Die RNA wird in der Zelle in Protein iibersetzt, das fiir die Re- 
plikation oder Verpackung des DNA-Genoms verwendet wird. Dabei 
kann auch ein beliebiges RNA-Vekt or system eingesetzt werden, 
bevorsugt wird jedoch das CV33 -Vektor system verwendet. Die Vor- 
teile dieses Verfahrens liegen in der mit Sicherheit auszu- 
schliefienden Rekombination des DNA-Genoms . 



Vor diesem. Hintergrund betrif ft die Erf indung auch ein Verf ah- 
ren zur Erzeugung rekombinanter DNA-Viren oder DNA-Virionen, 
deren DNA-Genom bestimmte Genf unktionen fehlen, bei dem die 
fehlenden Genf unktionen uber ein rekombinantes Vekt or system mit 
RNA-Genom bereitgesteiit wird. 

Die Erf indung betrif ft foiglich ein universelles, vorzugsweise 
jedoch fiir kardiale Myozyten einsetzbares Vektorsystem, bei dem 
translatierbare RNA-Molekiile , die ein Fremdgen sowie ein 
"defektes" Virusgenom enthalten, in eine Zielzelle transduziert. 
werden, wo das Fremdgen effizient exprimiert wird, urn gewunsch- 
te, z.B. therapeutische Zwecke zu erreichen. Die Erf indung 
stellt ferner Verfahren und Kits bereit, mit denen der Anwender 
die fiir den jeweiligen Anwendungsf all geeigneten RNA-Molekiile, 
Vektorplasmide und/oder Virionen herstellen kann. 



Es versteht sich, daB die vorstehend genannten und die nach- 
stehend noch zu erlauternden Merkmale nioht nur> in den jeweils 
angegebenen Kombinationen, sondern auch in anderen Kombinatio- 
nen oder in Alleinstellung verwendbar sind, ohne den Rahmen der 
vorliegenden Erf indung zu verlassen. 
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Weitere Merkmale und Vorteile der Erfindung ergeben sich aus 
der nachf olgenden Beschreibung bevorzugter Ausf iihrungsbeispie- 
le. 

Die nachstehenden Beispiele werden anhand der beigefiigten 
Zeichnung erlautert, in der: 

Fig. 1 schematisch genomische CVB-RNA und transiatiertes 
Poiyprotein zeigt, 

Fig- 2 schematisch ein CVB3-Plasmid zeigt; 

Fig. 3 ein Beispiei fur ein relcomfainantes RNA-Molekiil 
zeigt; 

Fig. 4 schematische Beispiele von Vektorplasmiden zeigt; 

und 

Fig. 5 schematische Beispiele von Helf er-Plasmiden zeigt. 
Beispiei It CVB3-Genom und -cDNA 

Coxsackieviren sind Vertreter des Genus Enteroviren in der Fa- 
milie der Picornaviren . Unter natiirlichen Bedingungen erzeugen 
Coxsackieviren nur im Menschen Krankheiten, die initiale Iso- 
lierung von Coxsackieviren gelingt jedoch am besten in neugebo- 
renen Mausen, die auch zur Dif f erenzierung der Viren in zwei 
Gruppen dienen: 

Die Gruppe A mit 2 3 Serotypen und die Gruppe B mit 6 Serotypen. 
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CVB, vor alien Dingen CV33 , gelten als haufige Erreger von vi- 
ralen Herzmuskelentzundungen , die sich sowohl in dieser akuten 
Form wie auch in chronischen Verlaufen auBern konnen. Bei Saug- 
lingen verlauft die Myocarditis oft todlich. 



Wie alle Picornaviren haben auch Coxsackieviren ikosaedrische 
Nukleokapside, die aus vier Virusproteinen VPi, VP2, VP3 und 
VP4 bestehen. Wahrend die Proteine VPI, VP 2 und VP 3 die auflere 
Hiilie bilden , ist VP 4 an der Innenseite der Partikel lokali- 
siert und mit dem einzelstrangigen RNA-Genom assoziiert. Das 
Genoin ist per se infektios; wird es unter geeignetan Bedingun- 
gen in einer Zeiie aufgenommen, so kann schon die gereinigte 
RNA eine Infection induzieren, denn sie besitzt Plusstrang- 
orientierung, die Virusproteine konnen also ohne Zwischen- 
schritt von der RNA translatiert werden. Das 3 ' -Ende der geno- 
mischen RNA ist polyadenyliert , an das 5 ' -Ende ist kovalent ein 
kleines ,rviruskodiertes Protein V pq gebunden. 

Ein schematisches Beispiel fur das CVB3-Genom ist in Fig, 1 
dargestellt. Das Genom enthalt einen einzigen, offenen Lese- 
rahmen, der fur ein Vorlauf erprotein kodiert. Dieses Poly- 
protein wird noch wahrend seiner Synthese proteolytisch in die 
verschiedenen viralen Komponenten gespalten. 

Aus dem Polyprotein gehen die bereits erwahnten > Kapsidproteine 
VP1-VP4 in angegebener Weise aus den Bereichen 1A bis ID und 
daS lE^j aus dem Bereich 3B hervor- Die Bereiche 2A und 3C ko- 
dieren flir Proteasen, die das Polyprotein aufspalten. Die aus 
den Bereichen 23 und 2C hervorgehenden Proteine stehen mit der 
Wirtspezif itat der Viren in Verbindung. 
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Der Bereich 3D kodiert fur eine RNA-abhangige RNA-Polymerase, 
die in der Wirtszelle die Replikation des RNA-Genomes durch- 
f iihrt . 

Am 5 1 - und 3 • -Ende enthalt das Genom noch nicht trans latierte 
Bereiche (NTR) , wobei der NTR-Bereich am 5 ' -Ende eine ausge- 
pragte Sekundarstruktur aufweist und die Bindung von Ribosomen 
ermdglicht, also die Translation des Genoms in das Polyprotein 
erlaubt • 

Die vollstandige Nukleotidsequenz einer cDNA einer infektidsen 
CVB3-Variante mit ausgepragtem Tropismus fur das Herz ist be- 
schrieben bei ,Klump et al . (a.a.O.^. Diese infektiose cDNA von 
CVB3 steht in dem Konstrukt ,pCB3 /T7, zur Verfiigung, sie ist 



schematisch in Fig. 2 angegeben. Vor dem 5 ' -Ende befindet sich 
ein Promoter (Prom), der die Transkription der cDNA in das RNA- 
Genom ermdglicht. 



Bei dem CVB3-Genom aus Fig. 1 lassen sich bestimmte Sequenz- 
bereiche gegen Fremdgene austauschen, ohne daJ3 die Translatier- 
barkeit des so entstandenen rekombinanten RNA-Molekiils in der 
Zielzelle verlorengeht . Die prinzipielle Struktur ist in Fig. 3 
dargestellt, sie besteht aus dem NTR-Bereich am 5' -Ende, einem 
eingefiigten Fremdgen sowie einem nicht-inf ektiosen Rest des Vi- 
rusgenoms . 

Dieser nicht-inf ektiose Rest des Virusgenoms weist z.B. die Se- 
quenzbereiche ^B-^D auf , so daii die Kapsidproteine VP 1— VP 4 und 
die Protease 2A fehlen. 



Beiso 



iel 2: 



Rekombinante RNA-Molekiile 
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Dieses rekombinante RNA-Molekul kann in der Wirtszelle wegen 
des noch vorhandenen N7R-Bereiches nach wie vor translatiert 
werden, so dafi das Fremdgen in der Zielzelle exprimiert wird. 
Als Fremdgen kann zu Versuchszwecken ein Reportergen oder aber 
auch ein Effektorgen vorgesehen sein, das im Rahmen einer gen- 
therapeutischen Anwendung fehiende Funktionen der Zielzelle 
komplementiert und/oder defekte Funktionen ersetzt, komplemen- 
tiert bzw. behindert. 

Als Minimaikonsrrukt mussen in dem nicht-inf ekriosen Virusgenom 
die Bereiche 3B una 3D bzw. 3 CD vorhanden sein, also die Berei- 
che, die fur die Replikation des rekombinanten RNA-Molekiiles 
sorgen. Ein derartiges RNA— Molekul erfahrt also eine zy-oplas- 
matische Replikation und gleichzeitig eine Translation, so dafl 
in der Zielzelle effektiv das Fremdgen exprimiert wird. 

Da sich die Replikation auf RNA-Ebene abspieit, besteht nicht 
die Gefahr einer Integration des Fremdgenes in das Genom der 
Wirtszelle. Da im ubrigen das restliche Virusgenom in dem RNA- 
Molekul nicht-infektids ist, durchlauft das CVB3 auch keinen 
vollstandigen Inf ektionszyklus , die Gefahr einer zusatzlichen 
Schadigung der Wirtszelle wird also vermieden . Aufgrund der 
Tatsache, daJ3 nur noch ein minimaler Anteil an Nichtstruktur- 
Proteinen auf dem restlichen Virusgenom kodiert sein mufl, folgt 
ferner, dafl dieses rekombinante RNA-Molekiil. nicht zytotoxisch 
fur die Zielzelle ist . 

Wenn in bestimmten Anwendungen die starke Expression des Fremd- 
genes nicht oder nicht iiber langere Zeit gewiinscht wird, kann 
der Bereich, der fiir das restliche Virusgenom vorgesehen ist, 
auch durch eine Puf f er-Sequenz aufgefiillt werden, die lediglich 
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dazu dienr, das rekombinante RNA-Mo le Jciil auf die urspriingiiche 
Lange des RNA-Genoms von CV33 zu bringen. Ein derarxiges RNA- 
Molekul wiirde in der Zielzelle noch translatiert, jedoch nicht 
repiiziert. , so daB die zyroplasmatische Translation aufgrund 
des erfolgenden Abbaus des RNA-Molekiiies nach einer gewissen 
Zeit wieder eingestellt wird. 

Wie das rekombinante RNA-Moleku! in die Zielzelle gelangr, wird 
im Beispiel 6 beschrieben, zuvor soil jedoch die Erzeugung des 
rekombinanten RNA-Molekiils mit Hilfe eines Vektorpiasmides er- 
ortert werden, dessen Hersteilung im nachsten Beispiel be- 
schrieben wird. 

Beispiel 3: Herstelluno von Vektorolasmiden 

Die rekombinanten RNA-Molekiile konnen grundsatziich auf belie- 
bige gen-technologische Weise erzeugt, werden, die Verwendung von 
Vektorplasmiden, die fur die RNA-Molekiile kodieren und in diese 
transkribiert werden konnen, bietet jedoch eine vielfaltige An- 
wendungsmoglichkeit , so daJ3 dieser Weg bevorzugt wurde. 

Die infektiiose cDNA von CVB3 aus dem Konstrukt t pCB3/T7 ^ (siehe 
Beispiel 1) wurde in die ,EcoR 1 Schnittstelle des Basis-Vektors 




RNA transkribiert werden kann, wurde zusatzlich der Promotor 
des humanen Zytomegalovirus aus dem Plasmid ^CMVp^ von Clon^tech 
in die f Sal I Schnittstelle von jaCR-Script™ t kloniert. Dadurch 



entstand ein pCMV-CVB3 genanntes Plasmid. 



Dieses Plasmid ist der Ausgangspunkt. fur die Herstellung der in 
Fig. 4 gezeigt:en Vektorplasmide . 
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Die Erzeugung der Vektorplasmide erfolgt iiber Polymerase- 
Kettenreaktion (PCR) rait Hilfe von Primern, die so gewahlt 
sind, da£ sie nicht nur die gewiinscirten Minimal-Anteile des zu- 
kiinftigen CVB3-Vekt:ors , sondern auch die fur die Piasmid- 
Vermehrung in Bakterien erf orderlichen Anteile des bakteriellen 
^pCR-Script-Vektorbackbones amplif izieren, z.B. das Ampicillin- 
Resistenzgen, den Replikationsursprung, den Promotor etc. 

In Fig. 2 sind mit arabischen Ziffern die Startpunkte fiir die 
PCR-Reaktion beschrieben, die zu den entsprechenden Vektor- 
plasmiden 1, 2 bzw. 3 fuhren. 

Als universelier Reverse-Primer ab 5 f -NTR gilt die Sequenz SEQ 
ID Nr. 1: 

5'-TTT GCT GTA TTC AAC TTA ACA ATG AAT TGT AAT GTT TTA ACC-3 ' ^ 
Fiir den Forward-Primer ab 2C wird SEQ ID Nr. 2 eingesetzt: 
^5' -ATG GCT GAA CGC CAA AAC AAT AGC TGG C-3 * 
,Als Forward-Primer ab 2B wird SEQ ID Nr. 3 eingesetzt: 
, 5 * -GAT GCA ATG GAA CAG GGA GTG AAG GAC TAT G-3 ' , 
Als Forward-Primer ab 3 ' -NTR gilt SEQ ID Nr. 4: 
,5' -TAG ATT AGA GAC AAT TTG AAA TAA TTT AGA TTG GC-3 ' , 
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Durch Einsatz der Primer SEQ ID Nr. 1 und SEQ ID Nr. 2 ergibt 
sich ein Vektorplasmid, wie es in Fig. 4 unter 1 gezeigt ist, 
bei dem namlich die Sequenzbereiche 2C-3D sowie die NTR- 
Bereiche am 3*- und 5 ■ -Ende vorhanden sind. Ferner is*c der Pro- 
motor fur die Transkription in RNA vorhanden. 

In entsprechender Weise fiihren die Primer SEQ ID Nr. 1 und SEQ 
ID Nr. 3 zu dem Vektorplasmid Nr. 2, bei dem von dem Virusgenom 
noch der Bereich 23-3D sowie 3 ' - und 5 ' -NTR und der Promotor 
iibriggeblieben sind. 

Entsprechend fuhrt SEQ ID Nr. 1 zusammen mit SEQ ID Nr. 4 zu 
dem Plasmid Nr. 3 aus Fig. 4, hier sind weder Struktur- noch 
Nichtstruktur-Gene des RNA-Genoms iibriggeblieben, iediglich 3 ■ - 
NTR und 5 * -NTR sowie Promotor sind vorhanden, urn die Transcrip- 
tion sowie die Translation in der Zielzelle zu ermoglichen; re- 
plizierb'ar ist eine aus diesem Plasmid hervorgegangene RNA 
nicht mehr, da die Polymerase 3D fehlt. Urn dennoch die ur- 
spriingliche Lange des Virusgenoms zum Verpacken in einem Virion 
zu erhalten, ist eine Stuff er genannte Fullsequenz vorgesehen- 

Die soeben beschriebenen Amplifikate miissen dann an ihren Enden 
nur noch mit dem Fremdgen ligiert werden . Das so entstandene 
Vektorplasmid kann dann direJct in E.coli tranformiert werden. 

Die Vektorplasmide kdnnen auf diese Weise hochverstarkt und 
schliefllich in RNA transkribiert werden, wobei nach entspre- 
chender Aufreinigung die RNA-Molekiile aus Beispiel 2 entstehen. 

Eine bevorzugte Strategie besteht jedoch darin, eine Co- 
Transf izierung dieser Vektorplasmide mit Helf er-Konstrukten in 
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Wirtszellen durchzuf iihren, um infektiose Virionen zu erzeugen, 
deren Genom jedoch das rekorabinante RNA-Molekiil aus Beispiel 2 
ist. 

Damit diese Co-Transf izierung zum Erfolg fuhrt, miissen die Hel- 
fer-Konstrukte die durch das Fremdgen ausgestauschten Sequenzen 
des Virusgenoms kompiementieren . 

Beispiel 4 Herstellunc von Helfer-Konstrukten 

Ausgehend von dem Plasmici pCMV-CV33 aus Beispiel 3 werden mit 
spezif ischeri PCH-Primem die jeweils den Vektorpiasmiden aus 
Fig. 4 fehlenden Sequenzbereiche amplif iziert . Diese Amplif ika- 
te enthalten keine Anteile des bakteriellen Vektors . 

Diese Amplif ikate konnen jetzt mit einem viralen Vektor in 
Wirtszellen eingebracht werden, andererseits kann auch eine 
Heiferzelle stabil mit diesen Amp 1 if ikaten transfiziert werden, 
so daJ3 die Helferzellen bei der Transf izierung mit Vektor- 
plasmid als Wirtszellen dienen und .in trans, die fehlenden Se- 
quenzen des Virusgenoms zur Verfiigung stellen. 

Bevorzugt ist es, wenn die Helf er-Konstrukte ebenfalls Plasmide 
sind, die stabil Oder transient in Wirtszellen transfiziert 
werden, um dann in RNA transkribiert werden zu * konnen, die wie- 
derum trans latierbar ist, um die Struktur- und Nichtstruktur- 
Proteine zu erzeugen, fur die das Vektorplasmid selbst nicht 
kodiert . 

Zu diesem Zweck ist es erf orderlich, in z.B. das pCR-Script~ N 

V - — 

Plasmid einen Promotor, z.B. den CMV-Promotor , und eine IRES 
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(internal ribosomol entry site) zu klonieren. Dahinter werden 
die Amplifikate mit den Helf eranteilen von CVB3 kloniert. Durch 
die IRES wird die Translationsef f izienz der Helf eranteile er- 
hoht, es kann z.3. die IRES von EMVC_ ( Enzephalomyokarditis- 
Virus), die EMCV-IRES von Clonetech verwendet werden. 

In Fig. 5 sind Helf er-Plasmide dargestellt , durch die die Vek- 
torplasraide aus Fig. 4 komplementiert werden konnen. 

Fur die Sequenzbereiche 1A-1D werden die Primer SEQ ID Nr. 5 
5 1 -A GAC TCT AGA CAG CAA AAT GGG AGC TCA AGT ATC AAC GC-3 ' ^ 
sowie SEQ ID Nr. 6 verwendet: 
/ 5'-A TAT GCG GCC GCC TAA AAT GCG CCC GTA TTT GTC ATT GTA GTG ATG C-3' ( 
Fur den Bereich 2A werden die Primer SEQ ID Nr. 7 

5'-A TAT GCG GCC GCC AGC AAA ATG GGA CAA CAA TCA GGG GCA GTG TAT GTG G-3' 

) 

Oder SEQ ID Nr . 8 

5'-CTT AAG ATG GGA CAA CAA TCA GGG GCA GTG TAT -3 1 J ( 

I — > 

als Forward-Primer und als Reverse-Primer SEQ ID Nr . 9 einge- 
setzt : 

5 ' -A TAT GGG CCC CTA CTG TTC CAT TGC ATC ATC TTC CAG C-3 ' ^ 
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Fiir den Sequenzbereich 23 wird der Primer SEQ ID Nr. 10 

5 ' -A TAT GCG GCC GCC AGC AAA ATG GGA GTG AAG CSC TAT GTG GAA CAG C-3 * 

sowie der Primer SEQ ID Nr. 11 eingesetzt: 



5 ' -A TAT GGG CCC CTA TTG GCG TTC AGC CAT AGG GAT TCC G-3 ' 
Fiir den Bereich 23-3D werden als Primer SEQ ID Nr. 12 

5- -A TAT GCG GCC GCC AGC AAA ATG GGA GTG AAG GAC TAT GTG GAA CAG C-3 " 

sowie der Primer SEQ ID Nr. 13 eingesetzt: 



5 1 -A TAT GGG CCC CTA AAA GGA GTC CAA CCA CTT CCT GCG-3 1 . , 

j .... .. < 

i 

Auf diese Weise werden Helf er-Plasmide erzeugt, die in Bakteri- 
en verstarkbar und in RNA transkribierbar sind, die wiederum 
trans latiert werden kann, urn die Trans lationsprodukte der Vek- 
torplasmide derart zu komplementieren, dafl Virionen gebildet 
werden kdnnen , wie dies jetzt in Beispiel 5 beschrieben wird. 

Beisoiel 5: Herstelluno von Infektidsen Virionen 

Wahrend es prinzipiell mdglich ist, die RNA-Molekiile aus Bei- 
spiel 2 auf beliebigem Wege herzustellen und diese dann in Vi- 
rusprotein zu infektiosen Virionen zu verpacken, besteht ein 
effizienter Weg darin, die in Beispiel 4 erwahnten Helfer- 
zellen, die stabil mit den dent Vektorplasmid fehlenden Sequen- 
zen transfiziert sind, mit entsprechendem Vektorplasmid zu 
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transf izieren, das ciurch die Wirtszelie in trans komplementiert 
wird. Auf diese Weise entstehen Virionen, die nach entsprechen- 
der Aufreinigung verwendet werden konnen. 

Ein Weg, der eine grdflere Variabilitat ermdglicht, besteht dar- 
in, Wir-tszeilen mit dem Vektorplasmid aus Beispiel 3 und dem 
entsprechenden, komplementierenden Helf er-Plasmid aus Beispiel 
4 zu co-transformieren, wodurch infektiose Virionen entstehen, 
die die RNA-Molekiile aus Beispiel 2 verpacken. 

Beisoiel 6: Gentherapeutische A nwenduna 

Ziel der gentherapeutischen Anwendung ist es , die RNA-Molekiile 
aus Beispiel 2 in Zieizellen zu transduzieren und dort fur eine 
Expression des Fremdgenes zu sorgen . Zur Verstarkung der Ex- 
pression ist es vorteilhaft, wenn die RNA-Molekiile in den Ziei- 
zellen nicht nur translatiert sondern auch repliziert werden. 
Eine reine Translation ist mit dem Vektorplasmid 3 aus Fig. 4 
mdglich, wahrend die Vektorplasmide 1 und 2 auf die oben be- 
schriebene Weise zu RNA-Molekiilen fiihren, die auch replizieren, 
was zu einer starkeren Expression fuhrt. 

Zum einen ist es jetzt mdglich, die RNA-Molekiile in Wirtszellen 
zu erzeugen und diese dann z.B. iiber eine Lipofektion in die 
Zieizellen zu transf izieren . . _ ■ % 

Eine effizientere und spezif ischere Applikation erfolgt jedoch 
iiber eine Infektion der Zieizellen mit den Virionen aus Bei- 
spiel 5. Aufgrund ihres Kapsides sind diese Virionen namlich 
infektids, d.h. sie konnen in die Zieizellen eindringen und 
dort die von ihnen verpackten RNA-Molekiile zur Translation und 
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gg£. Replikation freigeben. Da die RNA-Molekiile seibst: nicht- 
infektids sind, werden in den Zielzellen keine neuen Virionen 
erzeugt . Zur Srinnerung, das nicht-inf ektiose Virusgenom, das 
Bestandiieil der rekombinanten RNA-Molekiile ist, weist Defizite 
bzw. Veranderungen beziiglich bestimnrter Struktur- and mdgli- 
cherweise NictrtstrukHur-Proteine auf . Diese Defizite werden nur 
zur Herstellung der Virionen z.B. durch die Self er-PIasmide aus 
Beispiel 4 komplement:ier1: . 

Wenn das insoweit beschriebene VekHorsystem auf der Basis von 
CVB aufgebaut ist:, weisen die Virionen einen besondersn Tropis- 
mus fur das Herz auf, wobei die Sequenzen und daraus ubersetz- 
ten Proteine des Virusgenoms besonders gut: an diese Wirnszeilen 
angepaBt sind. Dies fiihrt, dazu, daJ3 Fremdgene auf diese Weise 
. problemlos in kardiale Myozyten transduziert und dort expri- 
miert werden kdnnen. 
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Patentanspruche 

1. Rekombinantes, in einer Ziel2elle zumindest teilweise 
transiatierbares RNA-Molekiil, das ein nicht-inf ektioses 
Virusgenom vom ^Coxsackieyirus der Gruppe B, vorzugsweise 
des Serotyps B3, und zumindest ein Fremdgen aufweist, das 
in der Zieizelle eine gewiinschte Funktion, z.B. im Rahmen 
einer Gentherapie, hervorruft. 

2. RNA-Molekiil nach Anspruch 1, dadurch gelcennzeichnet, daB 
es in der Zieizelle replikationskompetent ist. 

3. RNA-Molekiil nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB bei dem Virusgenom Anteile seiner kodierenden Se- 
quenz durch das zumindest eine Fremdgen ausgetauscht sind. 

4. RNA-Molekiil nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , daB 
bei dem Virusgenom die Sequenzen seiner Kapsidproteine 
VP1-VP4 ausgetauscht sind. 

5. RNA-Molekiil nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeich- 
net, daB bei dem Virusgenom die Sequenzen seiner Protease^ 
2A und/oder 3C ausgetauscht. oder so verandert sind, dafl 
fur die Zieizelle keine Zytotoxizitat besteht. 

6- RNA-Molekiil nach einem der Anspriiche 3 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB bei dem Virusgenom die Sequenzen seiner 
Helikase 2C ausgetauscht sind. 
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RNA-Molekiil nach einem der Anspruche 3 bis 6, daduxch ge- 
kennzeichnet , daB bei derti Virusgenom die Sequenzen seines 
Protein 23 ausgetauscht sind. 



Verwendung des RNA-Molekiils nach einem der Anspruche 1 bis 
7 zur Erzeugung eines Vektors fur Gentherapie . 

Rekombinantes, inf ektioses , vom Coxsackievirus der Gruppe 
B , vorzugsweise des Serotyps 33, abgeleirer.es Virion, das 
ais Gencm das RNA-Molekiii nach einem der Anspruche L bis 7 
enthalt . 



Virion nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daJ3.es in 
seinen Strukrurproteinen einem Coxsackievirus der Gruppe 
B, vorzugsweise des Serotyps B3 entspricht . 

Verfahren zum Transduzieren eines Fremdgenes in eine Ziel- 
zelle, mit den Schritten 

Bereitstellen eines RNA-MoLekiiies nach einem der An- 
spriiche 1 bis 7 oder eines Virions nach Anspruch 9 
oder 10 , und 

Infizieren der Zielzeile mit dem Virion bzw. Uber- 
tragung des RNA-Molekiils durch Transf ektion . . 

2. Vektorplasmid, mit zumindest. einer DNA-Sequenz, die fiir 
das RNA-Molekiil nach einem der Anspruche 1 bis 7 kodiert, 
und mit einem der DNA-Sequenz vorgeschalteten Promotor. 
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Helf er-Konstrakt zum Komplementieren der bei dem RNA- 
Molekiil nach einem der Anspriiche 1 bis 7 ausgetauschten 
kodierenden Sequenzen . 

Helf er-Konstrukt nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
daJ3 ein Helf er-?iasmid ist, das fur zumindest eine der 
ausgetauschten Sequenzen in translatierbarer Weise ko- 
diert. • 

Eelfer-Konstrukt nach Anspruch 13 f dadurch gekennzeichnet , 
daJ3 es ein viraler Velctor 1st:, der fur mindesTiens eine der 
ausgetauschten Sequenzen in translatierbarer Weise ko- 

diert . 

. 1 

Helf er-Konstrukt nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet , 
daJ3 es eine Helferzelle ist, die stabil mit fur mindestens 
eine der ausgetauschten Sequenzen kodierender Helfer-DNA 
transfiziert ist. 

Verfahren zur Erzeugung des Virions nach Anspruch 9 oder 
10, mit den Schritten: 

- Transf izieren von Wirtszellen mit dem Vektorplasmid 
nach Anspruch 12, und 

Komplementieren der ausgetauschten Sequenzen in der 
Wirtszeile durch das Helf er-Konstrukt nach einem der 
Anspriiche 13 bis 15. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Wirtszelle die Helferzelle nach Anspruch 16 ist. 
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19 . Verf ahren zur Erzeugung des Vektorplasxaides nach Anspruch 
12 , mit den Schritten 

a) Bereitstellea einer fur infekriose Coxsackieviren 
der Subgruppe B, vorzugsweise der Subgruppe B3 ko- 
dierenden cDNA, 

b) Klonieren der .cDNA auf transkrihierbare Weise in ein 
Plasmid, 

c) Verstarken von Sequenzabschnitten des Plasmides mit 
Hilfe von Primern, die zu einem Ampiif ikat flihren, 
das fur das nicht-inf ektiose Virusgenom kcdiert, und 

d) Ligieren des Ampiif ikates mit einer DNA-Sequenz fur 
das Fremdgen . 

20 . Verf ahren zur Erzeugung des Helfer-Konstruktes nach einem 
der Anspruche 13 bis 16, mit den Schritten: 

a) Bereitstellen einer fur infektiose Coxsackieviren 
der Subgruppe B, vorzugsweise B3 kodierenden cDNA, 

b) Klonieren der cDNA auf transkribierbare Weise in ein 
Plasmid, und v • 

c) Verstarken von Sequenzabschnitten des Plasmides mit 
Hilfe von Primern, die zu einem Ampiif ikat fuhren, 
das fur die ausgetauschten, kodierenden Sequenzen 
kodiert . 
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21. Kit, mit dem Veknorplasmid nach Ansnruch 13 und einem Hel- 
fer-Konstnkt nach einem der Aaspriiche 13 bis 16. 

22. DNA-Molekiil rait zumindest einem fur das RNA-Molekiil nach 
einem der Anspriiche 1 bis 7 Icodierenden Sequenzabschnitt . 

23. Kit, mit einem DNA-ttolekiil nach Anspruch 22. 

24. Kit zur Durchf iihrung des Verfahrens nach Anspruch 19 oder 
20 , mit 

einem Plasmid mit kionierrer cDNA fur infektiose 
Coxsackieviren der Subgruppe B, vorzugsweise der 
Subgruppe B3 , und 

- ^ den erf order lichen Primern fur die Amplification. 

25. Therapeutische Zusammensetzung mit dem RNA-Molekiil nach 
einem der Anspruche 1 bis 7 . 

26. Therapeutische Zusammensetzung mit dem Vektorplasmid nach 
Anspruch 12. 

27 . Therapeutische Zusammensetzung mit ^Virionen nach Anspruch 
9 Oder Anspruch 10. 

28. DNA-Konstrukt, das fur ein RNA-Molekul nach einem der An- 
spriiche 1 bis 7 kodiert und in einer Zielzelle persistiert 
und transkribiert, vorzugsweise jedoch nicht repliziert. 
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Rekombinarvtes Virus, vorzugsweise Adeno- oder Retrovirus, 
das fur ein rekambinanres RNA-Mo lekiil nach einem der An- 
spriiche L bis 7 kodiezrt: und nach In£ekt:ion in einer Ziei- 
zelle exr>r j ffi ert , wobei ein zyroplasmanisches Replikon 
entsteht, das stancig nachge lie fern wird. 

Therapeutiische Zusaxnmensenzung mir einem Virus nach An- 
spruch 29 . 

Verwendung des RNA-MoieJculs nach einem der An sprue he 1 bis 
7 oder des Virions nach Anspruch 9 oder 10 zur Srzeugung 
rekombinanrer Viren oder Virionen, vorzugsweise mit. einem 
DNA-Gencm, wobei das Fremdgen fiir dem DNA-Genom fehlende 
Genf unktiionen kodiert:. 

Verfahren zur Erzeugung rekombinanter DNA-Viren oder DNA- 
Virionen, deren DNA-Genom bestimmte Genfunktionen fehlen, 
bei dem die fehlenden Genfunktionen tiber ein rekombinantes 
Vektorsysteni mit RNA-Genom bereitgestellt wird. 
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Betr. Anspruch Nr. 


A 


KRAMER, B. ET AL.: "Chinese hamster ovary 
cells are non-permissi ve towards infection 
with coxsackievirus 83 despite functional 
virus-receptor interactions" 
VIRUS RES 

Bd. 48, Nr. 2, Mai 1997 (1997-05), Seiten 

149-156, XP000929939 

Zusammenfassung 

Seite 153, linke Spalte 

Seite 155, linke Spalte, Absatz 2 


1-12, 
14-18, 

21-23, ; 
25-31 


A 


WCU98 39426 A (K0LBECK PETER ;UNIV 
NEBRASKA (US); CHAPMAN NORA M (US); MAL0NE 
JAM) 11. September 1998 (1998-09-11) 

Seite 5, Zeile 29-33 
Seite 10, Zeile 15-18 

-/- 


1-12, 
14-18, 
21-23, 
25-31 


I yI Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von FekJ C zu 
1—1 entnehmen 


|)( | Siehe Anhang Patentfamffie 




° Besondere Kategonen von angegebenen Veroffentlichungen T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen AnmekJedatum 

■A- VerofTentfichung. die den ailgemeinen Stand der Technik defmiert JSSiSSi^lSS^^ ^^^^I'l!^^^^^^ 
aber nicht ais besonders bedeutsam anzusehen ist AnmeJdung nicht kolkdiert, sondem nur zum verstandnis des der 

— ~ . . ^ ^ t , , . A „ , Erfindung zugrundeliegenden Prtnztps Oder der air zugrundeBegenden 

t aneres uotcument, aas fedocn erst am ooer nach dem intemationaien Theorie angegeben tst 

Anmeldedatum veroffentticht worden ist «x« VetoffentUchungvon besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
*L" VerofTentfichung. die geeignet ist einen Pnontatsanspnjch zweifelhaft er- kann a Item autgrund dieser Veroffentlichung nicht ais neu Oder auf 
scheinen zu lassen, oder durch cSe das VeroffentUchungsdatum einer erfindehscher Tatigkeit beruherfd betrachtet werden 

2?2X2L^2^ T Veroffentfichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
sooocter de aus einem anderen besonderen Gmnd angegeben tst (we kann nicht ais auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
.f"r2r_!I"^ - JH _ ~* werden. wenn die Veroffentfichung mit einer oder mehreren anderen 
•O" Veioffentiichung. de sich auf eine mundBche Offenbarung, Veroffentlichungen dieser Kategone in Verbindung gebracht wild und 

.SSJSS^F" 0 ^ 5™* Ausste ! lun 9 oder andem MaBnahmen bezieht cfese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend tst 
•P" Veroffentichung, die vor dem titemabonaien Anmeldedatum, aber nach u^,^,^ Hltt ^ Mf> ,^ 0******^^ 
dem beanspruchten Priorttalsdatum veroffentfcht worden ist & Veroffentfichung, die Mitgued dersefben PatentfamiBe tst 


Datum des Abschlusses der intemationaien Recherche 

11 • Dezember 2000 


Absendedatum des intemationaien Recherch enbe nchts 

2 2. 12. 00 


Name und Postanschrtft der IntemationaJen Recherchenbehdrde 
1 Europaisches Paten tamt P B. 5818 Patenttaan 2 
NL - 2280 HV R|swijk 
Tel (+31 -70) 340-2040. Tx. 31 651 epo rti. 
Fax (+31 -70) 340-3016 


Bevoftmachtigter Bediensteter 

Herrmann, K 
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r P -00/07768 



C(Fort*eCrung) ALS WESENTUCH ANOESEHENE UNTERLAGEN 
Kategohe* 



Bezektmung cter VeroffenUicnung, soweaertorterlich unter AngaOe Oer in Betracttt Kommenden Tale 



Betr. Anspiuch Nr. 



ZELL R ET AL: "COXSACKIEVIRUS B3 (CVB3) 
VARIANTS EXPRESSING CYTOKINE GENES AS A 
TOOL TO INFLUENCE THE LOCAL IMMUNITY IN 
VIVO" 

IMMUNOBIOLOGY , DE , STUTTGART , 

Bd. 197, Nr. 2/04, 1997, Seite 336 

XP002072834 

das ganze Dokument 

KERN C ET AL: "COXACKIEVIRUS-VERSTAERKTER 
ENDOSOMOLYTISCHER GENTRANSFER IN 
KONTRAKTILE KARDIOMYOZYTEN" 
VERHANDLUNGEN DER DEUTSCHEN GESELLSCHAFT 
FUER PATHOLOGIE , GUSTAV FISCHER VERLAG, 
STUTTGART.DE, 

Bd. 81, 1997, Seite 611 XP000929840 
das ganze Dokument 



1-12, 
14-18, 
21-23, 
25-31 



1-12, 
14-18, 
21-23, 
25-31 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



h. .natranaies Aktenzachen 
PCT/EP 00/07768 



Feld 1 Bemertcungen zu den Anspnichen, die sich als nicht recherchiertDar erwiesen naben (Fortsetzung von Punk! 2 auf Blatt 1) 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus fcJgenden Grunden fur bestimmtB Ansprucrte kein Recherchenbencht ersteJlt 

1. | X 1 Ansprtiche Nr. 

wed sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Benorde nicht verpftichtet 1st, namlich 

Obwohl sich der Anspruch 11 auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierischen Korpers bezleht, wurde die Recherche durchgefuhrt und 
grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 

2. Ansprtiche Nr. 

weii ste sich auf Teile der international en Anmeldung be Ziehen, die den vorgeschnebenen Anforderungen so wentg entsprechen, 
dad eine sinnvoUe Internationale Recherche nicht durchgefuhrt warden kann, namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



□ 



Ansprtiche Nr. 

wed es sich dabei urn abhangige Ansprtiche handeit die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regei 6.4 a) abgefaBt sincL 



Feld II Bemertcungen bei mangeinder Bnheidichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punk! 3 auf Blatt 1 ) 



Die intemationaie Recherchenbehorde hat festgesteltt, das cSese intemationaie Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt 



1. 



I I Da der Anmelder alte erfordertichen zusatziichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtBt hat, erstreckt sich dteser 
1 1 intemationaie Recherchenbencht auf aUe recherchierbaren Ansprtiche. 



2, I ( Da fur alle recherchierbaren Ansprtiche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt warden konnte, der eine 
1 1 zusatztiche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Benorde nicht zur Zaniung einer soichen Gebuhr aufgefordert. 



| 1 Da der AnmeJder nur einige der erfordertichen zusatziichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

1 1 intemationaie Recherchenbencht nur auf die Ansprtiche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 

Ansprtiche Nr. 



I I Der Anmelder hat die erfordertichen zusatziichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet Der IntemationaJe Recher- 
chenbencht Deschrankt sich darter auf die in den Anspnichen zuerst erwahnte Erfindung; diese tst in folgenden Anspnichen er- 
tafit: 



Bemerkungen hinsichttlch etnas Widerspruchs | | Die zusatziichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Wtderspruch gezahJL 

| | Die ZahJung zusatzticher Recherchengebuhren erfoigte ohne Widerspruch. 
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INTERNATIONA LER RECHERCHENBERICHT 

Internationales AktenzeichenPCT£P 00 XJ7768 



WETTER E AN GAB EN PCT/1SA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 

Anspruche Nr.: 13, 19, 20, 24, 32 und teilweise AnsprGche 1-12, 14-18, 
21-23, 25-31 



Anspruche 13, 19, 20, 24 und 32 verstoBen klar gegen die Erfordernisse 
von Art. 6 PCT. In besagten Anspruchen sind die wesent lichen technischen 
Merkmale, die zur Angabe der Erfindung notwendig sind, nicht deutlich 
aufgefuhrt (cf. PCT-Richtl inien II 1-4. 4). Daher konnte fur den Gegenstand 
besagter Anspruche keine sinnvolle Recherche durchgefuhrt werden: 
Anspruch 13: Es werden keine der zu komplementierenden Sequenzen 
angegeben . 

Anspruche 19, 20 und folglich Anspruch 24: Es werden keine 
Sequenzabschnitte, die zu verstarken sind, angegeben. 

Anspruch 32: Die fehlenden Genfunktionen (soil zu einem nicht-infektiosen 
Virus fuhren) werden in keiner Weise definiert. 

Anspruche 1-12, 14-18, 21-23, 25-31 (alle teilweise) 
Der unabhangige Anspruch 1 umfasst alle Virusgenome vom Coxsackievirus 
der Gruppe B, welche nicht-infektios sind. Jedoch ist nur eine begrenzte 
Anzahl solcher nicht-infektiosen Viren vollstandig offenbart Art. 5 PCT) 
und durch die Beschreibung gestutzt (Art. 6 PCT). Urn einen 
nicht-infektiosen Coxsackievirus der Gruppe B zu erhalten ist es nach 
vorlieqfnder Anmeldung notig, daB die Kapsidgene VP1-VP4 (Anspruch 4) und 
das Gen fur Protease 2A (Anspruch 5) fehlen (siehe S. 21, Z. 25-26 der 
Beschreibung und Fig. 4). Daher ist eine sinnvolle Recherche fur den 
gesamten, beanspruchten Schutzumfang nicht moglich. Folglich wurde die 
Recherche unter der Annahme durchgefuhrt, daB der unabhangige Anspruch 1 
die technischen Merkmale des Anspruchs 4 (VP1-VP4) und teilweise des 
Anspruchs 5 (Protease 2A) enthalt (cf. Art. 17(2)(a)(ii) PCT). 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normal erwei se nicht Gegenstand einer 
international en vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der International en vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
international en Recherchenberichtes geandert wurden (Art.> 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder 1m Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanpruche vorlegt. 



J tN^rfcRNATIONALER 

Angaben zu Veroffentachui^n. die zur 




CHENBERICHT 

Patenttanuie gettfren 



inta 



Aktanzeichen 



PCT/EP 00/07768 



lm Recftercfienberictrt 
angefuhrtes Patentriokument 



Datum der 
Veratfentlichung 



Mttglied(er) der 
Patentfamilie 



Datum der 
Verttflentitchung 



WO 9839426 



11-09-1998 



US 
AU 
EP 



6071742 A 
6346098 A 
0973879 A 



06-06-2000 
22-09-1998 
26-01-2000 



Farmoen PCT/1SA/210 (Anhana PaunSamiieMJuli 1982) 



